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感染制御学分野 

Division of Host Defense 
 

当研究分野では病原微生物から宿主を防御する生体防御機構を解明し,その分子基盤に基づい

て生体防御機構を再構築することによって,難治性疾患（感染症,癌,アレルギー,自己免疫疾患，

移植拒絶）の先端的治療法の開発をめざしている．生体防御機構を食細胞による自然免疫，γδ

型 T 細胞などの原始的リンパ球による早期誘導免疫，さらにリンパ球による適応免疫に分類し，

以下のテーマで研究をすすめている． 

(1) 自然免疫：好中球, マクロファージ, Toll-like receptor (TLR)と感染防御 

(2) 早期誘導免疫：γδ型T細胞，NKT細胞，粘膜系T細胞と感染防御 

(3) 適応免疫：感染後のメモリー CD8T細胞の産生，維持の分子機構 

人事面では平成18年(2006)7月1日よりデジタルメディシン前田直良助手が共同研究者として

参加した. 平成18年4月1日から大学院医学系学府博士課程１年堀亜希子（整形外科）, 武内在

雄（泌尿器科）が参加した. 平成18年7月1日医科学修士課程１年中村梨沙, 鷲東みのりが参加

した. 平成19年李偉（テクニカルスタッフ）が中国河北医科大学直属第三病院教授として帰国し

た. 平成19年3月31日で上領頼之（泌尿器科）, 村上大輔（耳鼻科）, 土居岳彦（小児科）, 中

里健二（群馬大学外科）が医学博士号を取得した. 

 

Ａ．自然免疫 

① Tyk2 ノックアウト(KO)マウスの骨髄細胞から誘導したミエロイド系樹状細胞は IL-10 の産

生が高く, ペプチドをパルスして免疫しても Th１応答が低いことがわかった（Eur. 

J.Immunol.  36:3060-3070,2006）. 

② 納豆成分のレバンが腸管免疫を介して細胞免疫（TH１）を増強することを見いだし,機能性食

品として商品開発につながると期待される (Clin. Exp. Allergy 36:96-101, 2006).  

 

Ｂ．早期誘導免疫 

① 胆管結紮マウスでは結紮後早期に肝障害が認められる．この肝障害はNKT 細胞が特異的に欠

損しているマウス(Jα 281 KO マウス)では，ほとんど認められず，また TLR2 欠損マウス，

FasL 変異gld/gld マウスでは，肝障害は有意に減弱していた．ナイ－ブマウスのNKT 細胞を

胆汁酸の成分でin vitroで刺激するとFasLの発現が誘導された．これらの結果から，胆管

結紮よる肝障害の系でも，TLR2 発現 NKT 細胞が重要な役割を担っていると考えられる(Gut 

55:105-13, 2006). 

② IL-15KO マウスでは腸管上皮間リンパ球のなかでとくにγδ型T 細胞が減少していることを
見いだした. IL-15KOマウスx Bcl-2トランスジェニック(Tg)マウスを作製したところ, 腸

管上皮間γδ型 T リンパ球数は回復したが, 転写因子 T-bet, Eomesdermin が低く, サイト

カイン産生能および細胞傷害活性は回復しなかった. 粘膜系γδ型T細胞のホメオスターシ



スにはIL-15誘導bcl-2による抗アポトーシス作用のみならず, 転写因子の誘導が関与して

いると考えられた（J.Immunol. 178:757-64.2007）. 

③ C57BL/6マウスにEscherichia coli (ATCC26)1x108CFUを腹腔内に感染させると, 感染早期に

腹腔内でIL-17が産生され, 好中球の浸潤を誘導した. IL-17産生細胞をサイトカインFACS

で同定したところ, Vγ6/Vδ1TCR陽性T細胞であることがわかった. Vδ1KOマウスではIL-17

の産生は認められなかった. 今回の結果から, 大腸菌感染による好中球浸潤に Vδ1 陽性γ

δ型 T 細胞は IL-17 を産生することに貢献していると考えられた。（J.Immunol  

178:4466-4472. 2007） 

 
Ｃ．適応免疫：メモリーT細胞の産生，維持の分子機構 

① IL-15-KOマウスでは感染120日目の肺での菌の排除が悪く, OVA抗原特異的なCD8T細胞の割

合とそのIFN-γの産生, 及び細胞傷害性が優位に低下していた. IL-15KO マウスにおいて感

染後期あたる120日目では, 抗原特異的CD8T細胞の維持が悪い. この機序として, 細胞増殖

が低下している事が要因ではなく, それらの細胞がアポトーシスにより消失している事が分

かった. 以上の結果から, 肺におけるマイコバクテリア感染症の長期にわたる防御には

IL-15 依存性CD8T 細胞が重要であり, 結核の内因性感染を防ぐためにはCD8T 細胞による細

胞生免疫を誘導することが必要であることが示唆された(J.Immunol. 176: 2496-2504, 

2006). 

② TB2およびMPT64ペプチドパルス樹状細胞を免疫後, 脾臓・肺・PECにおける抗原特異的MHC

クラスIaおよびIb拘束性CD８陽性Ｔ細胞の変化を調べたところ, 樹状細胞投与６日目に各

臓器で抗原特異的CD８陽性Ｔ細胞数がともにピークとなった. 脾臓, 肺では投与６０日目に

は抗原特異的CD８陽性Ｔ細胞が持続してみられたが, MHC クラスIa 拘束性CD８陽性Ｔ細胞

が, MHCクラスIb拘束性CD８陽性Ｔ細胞よりも多かった. 一方, 機能ではMHCクラスIa拘

束性CD８陽性Ｔ細胞はサイトカイン産生能が高く, MHC クラスIb 拘束性CD８陽性Ｔ細胞は

キラー活性が高いことがわかった. 次にペプチドパルス樹状細胞の免疫から６日および６０

日後にBCGまたはM. tuberculosisを気道内および腹腔内感染させ脾臓・肺・腹腔内の生菌

数測定し比較したところ, TB2 および MPT64 ペプチドパルス樹状細胞を免疫したマウスで各

臓器で有意な菌数の減少が見られた. これらの結果より抗原特異的MHC クラスIa およびIb

拘束性 CD８陽性Ｔ細胞を誘導する DC ワクチンが結核症の予防に有効であることが明らかと

なった. とくに多型性の少ないMHCクラスIb拘束性CD８T細胞を誘導するDCワクチンは MHC

クラス Ia の異なるおおくの宿主に利用できると期待される（J.Immunol. 176: 2496-2504, 

2006）. 

③ 本研究ではエフェクターCD8T細胞のAICDにおけるIL-15の役割について検討した. OT-Iマ

ウス(OVA257-264特異的TCR Tgマウス)からOT-I細胞を単離しコントロールマウス, IL-15 ト

ランスジェニック(Tg)マウスまたは IL-15 ノックアウト(KO)マウスに移入後, OVA 産生

Listeria monocytogenesを感染させOT-I細胞の動態をフローサイトメーターにて解析した. 

感染7日目のエフェクターOT-I 細胞の細胞数は三群間で顕著な差を認めないがAICD が起こ

る10日目ではコントロールマウスと比べIL-15 Tgマウスで多くIL-15 KOマウスで著名に低



下していた. 10 日目の OT-I 細胞をエフェクター細胞(CD127-CD62L-), エフェクターメモリ

ー細胞(CD127+CD62L-), セントラルメモリー細胞(CD127+CD62L+)に分けて検討すると IL-15 

Tg マウスではエフェクター細胞の分画が増加し IL-15 KO マウスではその分画が完全に消失

していた. 感染 7 から 10 日目にかけコントロールマウスでエフェクターOT-I 細胞の Bcl-2

発現上昇を認めるがIL-15 KOマウスでは認めずIL-15 Tgマウスではより上昇していた. 感

染7-10 日目にIL-15 KO マウスにrIL-15 を連日投与するとエフェクターOT-I 細胞はBcl-2

の発現上昇に伴い生存することができた. Bcl-2を強制発現させたOT-I細胞はIL-15KOマウ

スでも AICD を逃れ生存することができた. IL-15 による Bcl-2 発現上昇は, エフェクター

CD8T細胞の生存に必須であることが明らかとなった(J.Immunol. 176:507-15, 2006 ). 
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ワクチン開発構造生物学分野 

Division of Structural Biology 
 
タンパク質の立体構造を決定し，他の分子との相互作用を詳細に解析することで，分子認識の問

題や酵素活性メカニズムを構造生物学の手法を駆使することで明らかにしていく．ターゲット選

択にあたっては，単に生物学的機能の重要性だけでなく，分子機能が構造生物学的に興味ある課

題を含んでいるかどうかを重要視する．研究手法として，Ｘ線結晶解析と核磁気共鳴解析を組み

合わせて用いることを特徴とする．将来的にはワクチンなどの創薬研究の構造的な基盤を提供す

る．九州大学共同利用施設として，結晶回折装置や核磁気共鳴装置のユーザー管理を行っており，

九州大学における構造生物学の拠点形成を目指している．  

 

Ａ. 免疫系レセプター群 
(ＬＩＲタンパク質ファミリー，ＭＨＣＩタンパク質ファミリー) 

  免疫系細胞表面に広く発現するイムノグロブリン様ド

メインをもつ膜タンパク質は，他の細胞表面にある MHC

クラスI分子やその他のタンパク質に結合して，免疫反

応の増強や減弱などの調節を行っている. 母体と胎児の

接点である胎盤では免疫系の働きを抑える特殊な免疫寛

容システムが存在する．胎盤の栄養膜細胞にはHLA-G と

呼ばれる細胞表面抗原が特異的に発現し，母体側の免疫

細胞は HLA-G に対する抑制性レセプター(Leukocyte 

Ig-like receptor (LILR)ファミリーなど)を発現するた

め，胎盤では免疫寛容が誘導される．我々は LILR ファ

ミリーのうち白血球に広く発現する抑制型レセプター

LILRB2とHLA-Gとの複合体のX線結晶構造解析に成功した.その結果，LILRB2はHLA-Gの重鎖a3

ドメインのHLA-Gに特徴的な疎水性領域を強く認識することがわかった.これにより，HLA-Gが他

のMHCクラスI分子に比べ強く結合するようになると考えられる.また，MHCに対する認識様式が，

LILRB2とLILRB1は異なり，LILRB2はよりa3ドメインを認識していた.これはLILRB2が軽鎖β2

ミクログロブリンに非依存的な認識をすることと合致する結果と考えられる. 

 
B. Ｔｏｍ２０タンパク質 

ミトコンドリアを構成するタンパク質の大部分は細胞質のリボソームで合成された後に，ミトコ

ンドリアへと輸送される．ミトコンドリア・マトリクスへ輸送されるタンパク質はＮ末端に余分

な配列（プレ配列）が付加された前駆体として合成される．昨年度までにプレ配列受容体である

Ｔｏｍ２０サブユニットとプレ配列との複合体を分子間ＳＳ結合を用いて安定化して結晶化し，

構造を決定した．プレ配列のコンセンサス配列φ1χχφ4φ5（φは疎水性残基）をＴｏｍ２０が少なく

図Ａ LILRB2 と HLA-G との複合体の

立体構造 



  

とも２つの異なる結合様式を使って，動的に認識し

ているという極めて斬新な分子認識機構を提案した

(図Ｂ１)． 

 これを証明するためにＮＭＲ15N 緩和時間解析を

行った．Ｔｏｍ２０のコア構造にプレ配列を分子間

ＳＳ結合で固定した複合体を調製した．シグナルの

重なりを最小限に抑えるために，プレ配列ペプチド

のみに15N標識したものと，Ｔｏｍ２０にのみ15N標

識したものをそれぞれ調製し，R1，R2，heteroNOEの

測定を 298K で 600MHzＮＭＲ装置を用いて行った．

モデルフリー解析から各残基のRexを推定した．また，transverse CSA/dipoar cross-correlation 

rate (ηxy)測定からもRexを推定した．２つの方法によるRexの値は良く一致した．Rexの大きい残

基（1 s-1以上）を X 線結晶構造解析による２つの立体構造にマッピングした（図Ｂ２）．疎水性

接触面に存在するＴｏｍ２０の

I74，Q75 及びペプチドの S16，

L19，S20 のアミド 15N で大きな

Rexが観測された．これは分子間

ＳＳ結合でＴｏｍ２０上に繋ぎ

止められているプレ配列は，溶

液中において結合状態において

もサブミリ秒の運動を行ってい

ることを意味し，結晶構造解析に

より推定された動的認識モデルを

サポートする． 

 
Ｃ. セレノシステイン特異的伸長因子SelB 

  セレノシステインSecは”21番目のアミノ酸”と呼ばれ，遺伝子上に特殊にコードされたアミ
ノ酸である.通常終止コドンであるUGAが引き続く特殊な２次構造をもつRNA配列(SECIS)が存在

するとき，UGAコドンがSecの遺伝子コードに変身し，蛋白質中に取り込まれる.その際にSec特

異的伸長因子SelBが必要となる．SelBは通常の伸長因子EF-Tuと異なり，Sec特異的tRNAを結

合するEF-Tuに相同性の高いN末端ドメインと，SECIS RNAを認識する特別なC末端ドメインを

持つ．これまでに我々はM. thermoacetica SelB のC末端ドメイン(512-634)とSECIS mRNAヘア

ピンとの複合体の結晶構造解析を行っていたが，これに加えて，C 末端ドメイン全長(SelB-C，

377-634)とSECIS mRNAヘアピンとの複合体の結晶構造解析に成功した．C末端ドメイン全長は４

つのwinged helix(WH)様構造を有している．これまでのSelB-SECIS RNA 相互作用以外に，予想

外のRNA結合様式が存在することがわかった．SelB-CのWH3とWH2のドメイン間の領域がRNAの

リン酸骨格のみを認識し，塩基特異性はないと考えられたことから，tRNA やrRNA の認識に重要

な役割を果たす可能性が考えられた．同時に SelB 全体の動的な構造変化とリボソームの間での

コミュニケーションを考察することができた． 

図Ｂ２ 複合体を本のように矢印で表すように開いて，
Tom20 とプレ配列ペプチドの間の接触面の様子を示してい
る． 

図Ｂ１ Tom20 分子がゆるい特異性を示す
ことを説明する分子認識モデル 
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 当分野では、分子進化的視点からシステムとしての生体の機能解析を行っている。主要な

題材は、核酸の塩基配列、タンパク質のアミノ酸配列と立体構造であるが、それらとゲノム

やポストゲノムの情報を組み合わせた新たな機能情報の抽出の方法の開発を目指している。

また、個別のケースについての応用解析も行っており、それらのいくつかについては実験研

究者との共同研究を進めている。 

 

Ａ.  生体内ネットワークの解析 

a. 共進化情報を利用したタンパク質間相互作用の予測 

 相互作用するタンパク質では、一方のタンパク質に生じた変異が、相互作用に影響を及ぼ

す場合、相手方タンパク質において、それを相補する形での変異が生じることで、相互作用

が維持される。このため、相互作用するタンパク質では、一方の進化が他方の進化に影響を

及ぼし、共進化する。共進化がおきると、相互作用する２つのタンパク質の系統樹は、相互

作用しないものよりも類似していることが期待される。逆に、系統樹の類似性を評価するこ

とで、相互作用するタンパク質を予測する方法がいくつかのグループで開発された。実際に

は系統樹そのものを評価するのではなく、系統樹構築に利用される距離行列の類似性を、相

関係数で評価することで予測が行われる。この方法をミラーツリー(mirror tree)法とよば

れる。 

 ミラーツリー法には、擬陽性が多いという問題点が指摘されている。我々は、その原因が、

距離行列の中に含まれるソースの生物の系統関係が評価されてしまうためであると考えた。

ミラーツリー法で複数のタンパク質の間での相互作用を評価する際、共通のソース生物のセ

ットから各タンパク質についてオーソログ配列を収集し、それらのアラインメントから距離

行列が計算される。そのため、どの距離行列にも、同じ生物のセットの系統関係の情報が含

まれることになる。我々は、そのような情報を除いた残差の中に相互作用情報が含まれてい

ると考え、射影演算子を利用して生物の系統関係の情報を距離行列から除去し、その残差の

相関で相互作用を予測する方法を開発した（Sato et al. 2005）。今回、別の観点から系統

関係の情報を距離行列から除去して、その残差の相関をとって相互作用を予測するための新

しい方法を開発した。N個のタンパク質があり、そのどれとそれが相互作用するかを予測し

たいとしよう。まず、同じソース生物種から、それぞれのタンパク質のオーソログ配列を収

集し、それらのアラインメントから距離行列を作成する。次に、距離行列をベクトルに変換

する。順序に意味はないが、N個の距離行列の要素のベクトル中のアレンジが同じになるよ

うにする必要がある。今、N個のタンパク質のうち、タンパク質iとjが相互作用するかを

検討する場合を考える。この時、次の重回帰を考える。 



i

N

jik
k ki εα += ∑

≠ ,
 

j

N

jik
k kj εβ += ∑

≠ ,
 

 

ここでケット記号は添字で表されるタンパク質の距離行列をベクトルで表したものである。

それぞれの重回帰で、相互作用の検討相手が説明ベクトルとして含まれていないことに注意

しよう。もし、タンパク質iとjが相互作用していれば、相互作用の情報は残差の部分に残

ることが期待される。そこで、この残差について相関係数をとる。このような相関係数のこ

とを偏相関係数とよぶ。偏相関係数は、実際には重回帰を行う事なしに、相関係数行列の逆

行列をとることで求める事ができる。今回のこの手法は、本来は条件付き独立の概念に基づ

いて、擬相関を示すペアを排除し、直接相互作用するものを選択するという目的で開発した

のだが、むしろソース生物種の系統関係の情報の除去の効果を示した。偏相関係数を用いた

タンパク質間相互作用予測は、射影演算子を用いるものよりも特異性の向上が見られ、擬陽

性の数を減少させるのにこの方法は有効であった。しかし、擬陰性が増加し、感受性は低下

した。タンパク質の数が多いことによるオーバーフィッティングも見られるようなので、さ

らなる改良の余地があると思われる。 

 

b. ComCと ComDに生じた正の選択を利用した相互作用部位の同定 

 Streptoccoccus属の自然形質転換能制御の中心的な役割を果たすのがペプチドフェロモン

として働くComCとその受容体タンパク質ComDである。ComCは翻訳後に切断され、C末がCSP

として分泌される。ComDは CSPの受容体として働くN末ドメインと、His キナーゼとして働

くC末ドメインよりなる。近縁な株間でもComCやComDのアミノ酸配列は多様であるが、ComD

による ComC の認識は特異性が高いことが知られている。そこで、同株認識に関する正の選

択圧がComCやComDの配列多様性の原因ではないかと考え、２種類の方法で検証した。まず、

comC 遺伝子、comD 遺伝子それぞれの、同義置換率(Ks)、非同義置換率(Ka)を計算し、その

比(ω=Ka/Ks)をとった。CSPをコードする領域やcomDの N末領域では、配列が類似するもの

ほどωが１以上であったが、それ以外の領域はcomC遺伝子もcomD遺伝子でもωは１より小

さかった。次に Yang らによって開発された PAML で検証を行なった。帰無仮説 H0を、塩基

配列アラインメントのどのコドン・サイトのωも１以上にならないとし、対立仮説 H1は、

H0 のサイトに加え、ωが１以上となるコドン・サイトも含まれるとして、尤度比検定を行

なったところ帰無仮説は棄却された。これらの解析から、ComC の CSP 部分、ComD の N末領

域に正の選択圧が作用していることが示唆された。PAML で塩基配列アラインメントの各コ

ドン・サイトのωを推定したところ、ωが１以上と推定されたコドン・サイトは、CSPや ComD

の CSPに結合すると思われる領域をコードする部分に集中していた。ComCではComDとの相

互作用に関与している残基が5個実験的に同定されているが、その内４つは正の選択圧が作



用しているコドンに対応していた（左図）。これらの解析から、ComCと ComDの両方に相互

作用に根ざす正の選択圧が働いていることが判明した。 

 

Ｂ. バイオインフォマティクスの基盤ツールの開発 

a. 大量配列のマルチプル•アラインメントのためのガイドツリー構築アルゴリズム開発 

 配列の量が多い場合、配列アライメントためのガイドツリー構築に莫大な計算時間やメモ

リーが必要となる。この問題を解決するため近似的ガイドツリーの構築のための新規アルゴ

リズムPartTreeを開発した。PartTreeは以下のように再帰的に構成されている。 

今、再帰的な深さiにおいて、グループjに属す配列の和をNi,jと表す。最初のサイクルで

は、i = 1で、jも１しかとりえず、N1,1 = N となる。ただし、Nは現在考慮している全配列

の本数となる。 

また、 Ni, j = N
j∑ である。 

STEP1: Ni,j中の最長の配列を選択する。 

STEP2: 選択された最長配列と、残りNi,j - 1 の配列の類似度を計算する。 

STEP3: Ni,j配列からseedとなる配列n本の配列を選択する。N本の配列は、最長配列、それ

に対して最も類似度の低い配列、ランダムに選択されたn ‒ 2個の配列を含んでいる。 

STEP4: 選択されたn本の配列間の類似度を計算し、究めて類似しているペアがある場合は、

短いものをseedから削除する。 

STEP5: STEP4の処理でn’本になったseedの配列について、UPGMAで系統樹を作成する。  

n’ > Ni,jの時は、それ以上の処理をやめ、親サイクルに戻る。 

STEP6: n’本の配列と、残る（Ni,j -  n’）本の配列の類似度を計算し、n’本のいずれかの

配列に分類する。この時、深さ（i＋１）のサイクルにおいてグループ jに属してい

る配列の数をNi+1,jと表す。 

STEP7:STEP5で子サイクルから返される部分木をまとめてガイドツリーを構成する。 

 

本手法は、近似的な UPGMA ツリーの構築法であるが、通常の方法よりも高速であり、また

アラインメントの精度への影響も少ないことを確認した。このアルゴリズムは、加藤によっ

て開発されている配列マルチプルアラインメントプログラム MAFFT に実装されている 

(http://align.bmr.kyushu-u.ac.jp/mafft/software/)。 
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防御分子構築学分野 
Division of Molecular Design 
 
当部門では、超高感度質量分析システムと、ヒト完全長 cDNAを活用した、大規模タ
ンパク質ネットワーク解析プロジェクトを展開している。我々は世界最小のダイレク

トナノＬＣシステムを独自に開発し、取り扱いにくく、失いやすいタンパク質を高感

度に検出することに成功した。さらに、このシステムを用い、本来不可能とされてき

た非特異的な吸着のないサンプルの処理の条件検討を高速に検索することに成功し、

事実上ノイズのないハイスループット且つ高精度なタンパク質ネットワーク解析を可

能とした。この解析プラットフォームの feasibility studyとしてヒト完全長 cDNA2,200
個を bait として用い、ヒトの細胞中の約 3,500 の相互作用を検出した。これらのうち
の新規相互作用から、これまでのゲノムの情報のみからは予想できなかった新たな生

命システムの発見と、幾つかの疾患関連遺伝子の機能解析に成功した。 
 
A. 疾患関連遺伝子の機能解析 

プロテアソームを構成するサブユニット全てにタグを融合し相互作用分子を検出した

ところ、既知の全てのプロテアソームコンポーネントの他に、ダウン症の原因遺伝子

である DSCR2と癌関連遺伝子である HCCA3及び Ump1という遺伝子を発見した。こ
れらは全て機能は不明で、機能に関わる報告は全くなされていなかった。面白いこと

にこれらの因子は成熟型のプロテアソームのコンポーネントを bait として時には検出
されず、コア構造である alphaと betaサブユニットを baitとした時のみに検出される。
またこれらの因子を bait とするとやはり、成熟型のプロテアソームのコンポーネント
は同定されなかった。そこでこれらが巨大なプロテアソームのアッセンブリーをアシ

ストするシャペロン(Proteasome Assembly Chaperone: PAC)であると仮説をたて検証実
験を行った。その結果、DSCR2と HCCA3はヘテロ二量体を形成し、それぞれ別の alpha
サブユニットと結合しアッセンブルの起点となり、alpha リングの形成を促進する。
Ump1は betaリングの形成を促進しかつ DSCR2/HCCA3複合体に betaリングを会合さ
せるのである。さらに Ump1はホモ二量体を形成しリングをダブルとし 20Sのプロテ
アソームを完成させるのである。プロテアソームのアッセンブリーはプロテアソーム

研究の最後の謎と呼ばれていたものであり、それを我々それにかかわる分子とメカニ

ズムを初めて明らかにしたのである。この研究は新たな生命システムを発見したのみ

ならず、遺伝子と病気の関係をも説明した。よく知られていることであるがガン細胞

は大量のプロテアソームを必要とする。従ってプロテアソームの新生を活発にするた

めこれらの因子もガン細胞に高発現しており、その結果 HCCA3 がガンマーカーとし
て報告されていても何の不思議もないのである。また DSCR2に異常があることがダウ
ン症に Criticalであるというこの遺伝子に異常があれば、個体の細胞全てでプロテアソ
ームの量が減り、個体発生から成長の過程であらゆる異常が起きても不思議ではない

のである。事実これらの PACを細胞内でノックダウンすると新生プロテアソーム量が
激減し、ガン細胞においては致命的である。この事はプロテアソームインヒビターが



強い抗腫瘍活性をもち、抗がん剤として有効である事実をもよく説明する。しかし、

プロテアソームインヒビターは正常細胞を含め全てのプロテアソーム機能を阻害する

ため強い毒性があり、事実特殊な白血病の治療以外には認可されていない。しかし、

我々が発見した PACの機能を弱めるなら、新生プロテアソーム量を減らすだけである
から、ここをターゲットとするなら毒性の少ない抗がん剤を発見可能である。 
 
B. ケミカルバイオロジー 

プロテアソームアッセンブリファクターの発見はほんの一例に過ぎないが、タンパク

質間相互作用を包括的にネットワークとして俯瞰することが可能となれば、自ずと疾

患の発症メカニズム、新規治療法の開発・ドラッグターゲットの発見やバリデートへ

とつながっていくことは、ほぼ確信を持つことが出来た。そこで今年度より、このよ

うなタンパク質ネットワーク解析より得られた情報を基に、生体の分子ネットワーク

を化合物で制御するための基盤研究開発プロジェクト1がスタートさせた。プロジェク

トに於いては、ネットワーク制御上重要と思われるタンパク質、またはタンパク質相

互作用をターゲットとして統一的なスクリーニングを実施し、得られた活性化合物の

評価を行うことを目標としている。生体システムの制御に重要と思と思われる相互作

用を指標に化合物をスクリーニング出来れば効率よくケミカルプローブを取得可能な

はずである。従来の化合物スクリーニングでは、酵素活性や細胞死など、所謂生物活

性を指標にした個別のアッセイ系を構築しなければならず、知恵と技術を搾りだし優

れたアッセイ系を構築するためにかかる労力と時間が、これまでの化合物スクリーニ

ングのボトルネックであった。しかし、タンパク質相互作用を指標とするならば、個

別のスクリーニング系を立ち上げることなく、共通のプラットフォームにてスクリー

ニングが可能であるため、ケミカルジェノミックスを大きく加速可能である。そこで

本プロジェクトでは、このような目的に最も適した蛍光イメージング技術を駆使した

タンパク質間相互作用検出技術に関する研究開発を一つの軸足とする。このような目

的に蛍光イメージング法の優れている点は（１）分子を固相化することなく、全て溶

媒中での分子間相互作用検出を基礎としているため、試験管レベルは勿論、細胞レベ

ル、ひいては臓器レベル、個体レベルでの検出・解析系へと共通の原理でスクリーニ

ングを展開可能である。（２）検出のための反応処理時間を必要としないリアルタイム

モニターが基本であるため、ハイスループット化に適する。また反応試薬が不要のた

め安価である。（３）試験管・細胞レベルのアッセイでは 384マルチプレートでのアッ
セイが容易に行えるため、この点からも化合物スクリーニングに適する。 
既に蛍光イメージングによるタンパク質相互作用解析の有用性は周知のことであった

が、化合物が持つ自家蛍光などの問題からこれまで広く用いられておらず、スクリー

ニングのためにハイスループット化はなされていない。しかし、日本独自の蛍光タン

パク質の開発等からこれらの問題は基本的には克服されつつある。たとえば、自家蛍

光の影響を避けるために、蛍光タンパク質の輝度を増大する、あるいは励起波長と蛍

光波長とを極端に離す、などの数々の工夫がなされてきている。また、励起光源と検

出装置の高速スイッチングを行う、また、蛍光寿命範囲を考慮して、自家蛍光や散乱

などの影響を避ける等、光学的に行う手法もまた有効である。これらのハードを支え



るためのソフト開発などの研究開発を行ない、生体制御に有用な相互作用が発見され

れば直ちに化合物スクリーニングがスタートできるような体勢をパイプラインとして

確立するのがプロジェクトの狙いである。またそのための cDNAソース・リソースは
「ヒト完全長 cDNAプロジェクト」の成果として世界をリードしており 2、日本の持ち

味が発揮できるものと思われる。 
それとともにゲノムツールをモデル細胞・動物を駆使した表現型スクリーニングも平

行して行う。これまで製薬業界あるいはアカデミアで行ってきたような個別のスクリ

ーニングではなく、幅広い疾患・ターゲット分子を共通のプラットフォームでスクリ

ーニング出来る汎用性の高いシステムを構築する予定である。 
ここで得られた化合物は、上市される治療薬とならなくても、タンパク質間の相互作

用を制御・抑制する低分子化合物は生体を制御し、生物学を深化させるためのケミカ

ルプローブとして有効に利用できることは想像に難くない。 
________________________________ 
1 NEDO「生物機能を制御する化合物等を探索・評価する技術の開発」 
2  NEDO「ヒト完全長 cDNAプロジェクト」 
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Ａ．幹細胞に関する研究 

幹細胞の未分化性維持・自己複製機構を解明することを目標として、造血幹細胞の研

究をおこなった。幹細胞は、幹細胞を産み出す（自己複製する）能力をもつという点に

おいて、増殖･分化する前駆細胞とは区別される。この幹細胞の自己複製機構、または、

未分化性維持機構を明らかにすることは、幹細胞の本質に関わる課題である。幹細胞は

幹細胞だけで自律的にその生存が維持されているのではなく、幹細胞を取り巻くニッチ

によって、未分化性が維持されていると考えられる。我々は、以下のことを明らかにし

た。 
 
① Tie2受容体陽性の造血幹細胞は、静止期幹細胞であり、骨内表面上で骨芽細胞に接し
て存在する。一方、骨芽細胞から Tie2 受容体の結合因子であるアンジオポエチン
(Ang-1)が産成され、幹細胞の接着を促し、幹細胞を静止期(Ｇ0期)にとどめている。こ
の発見を端緒として、現在、幹細胞と骨芽細胞の相互作用が、「幹細胞／ニッチシナプ

ス」という言葉で、国際的に解析が進んでいる。 
 
② 細胞がニッチにあるというのは、いかなる意味をもつのかを問い、細胞周期のチェッ
クポイント遺伝子である Ataxia telangiectasia mutated (ATM)欠損マウスにおける造血幹
細胞の機能を検討した。その結果、このマウスでは、幹細胞の自己複製能の低下が見

られた。造血幹細胞において、活性酸素レベルが上昇しており、これを還元剤投与に

よって低下させると、幹細胞の機能が正常に復した。さらに下流のシグナルには、

p16INK4a, Rbなどの細胞周期制御因子が関与していることが明らかとなった。また、ATM
遺伝子欠損マウスの骨髄造血幹細胞は、静止期になく、自己複製能の回復に伴い、静

止期幹細胞が出現することを見いだした。 
 
③ 静止期幹細胞と分裂する幹細胞を遺伝子発現の違いから、新たにシグナル分子

(N-cadherin, mplなど) を同定し、それらを、Tie2のシグナルと比較することにより、
幹細胞の静止期化に必要な細胞周期制御因子を解析している．一方、ROSシグナルに
よる N-cadherin 制御を検討し、低酸素性ニッチにある静止期幹細胞がいかにニッチへ
の定着、離脱を調節しているかを明らかにしている。 

 
④ 骨髄におけるニッチ細胞は、骨芽細胞、血管内皮細胞、さらには幹細胞以外の前駆細
胞を含む造血細胞からなると考えられる。そこで造血の場となる骨髄形成の過程を骨

芽細胞ならびに破骨細胞の分化を中心に解析した。軟骨膜から FACSを用いてALCAM
陽性細胞を分離し、骨芽細胞・軟骨細胞・脂肪細胞が、分化することを明らかにした。

また、造血幹細胞からの破骨細胞の分化過程を解析し、細胞融合に関わる分子の存在

を遺伝子破壊マウスで示した。 
 
⑤ 組織幹細胞の特性を明らかにするため，生殖幹細胞、毛包幹細胞の研究を開始した。



 2

まず、FACSと精巣細胞移植技術の組み合わせで、精巣生殖幹細胞の濃縮と性状解析を
達成した。次に、精巣と血液の幹細胞分画に共通に発現する分子を複数同定し、その

一つの JAM4 接着分子についてはノックアウトマウスを作製した。さらに、造血幹細
胞維持の必須分子 ATMが精巣の未分化細胞維持に必要であることも明らかにした。ま
た、これまで幹細胞評価系がなかった前立腺の幹細胞機能評価法を確立した。 

 
Ｂ． 血管新生・骨形成に関する研究 

「血管新生の分子基盤解明」の研究を展開し発生期の生理的血管新生及び病態形成に

おける血管・リンパ管新生の分子基盤を解明してきた。また、骨代謝研究においては、

骨髄形成に貢献する破骨細胞研究を中心に研究を進めた。 
 
① 発生期血管系構築研究では EphrinB2、Evi-1が血管発生に、Angiopoietin-1がリンパ管
生形成に、また九大との共同研究でユビキチンプロテオソーム系が血管発生における

動脈・静脈分化に重要であることなど明らかにした。Angiopoietin に類似するが
Angiopoietin受容体 Tie2に結合しない 6つの新規 Angiopoietin様因子ファミリーを同
定し、これらの因子の解析を進め、ゼブラフィッシュを用いた解析で我々が新規クロ

ーニングした Angptl1 と Angptl2 が協調してゼブラフィッシュの血管システム構築に
機能していることを明らかにした。病態における血管新生の分子機構では Angptl4 が
血管新生抑制、血管透過性抑制を介してがん増殖を抑制することを見出した。また

AGF/Angptl6 が血管新生と皮膚表皮細胞増殖を介して創傷治癒を促進させることを明
らかにした。 
 

② マウス胎生期において、血管内皮前駆細胞が動脈あるいは静脈の特異性を獲得し、動
脈・静脈・毛細血管からなる高次血管を構築する過程に関して研究している。胚体内

において最初に認められる高次血管である背側大動脈・体節間血管・主静脈が形成さ

れる過程を、共焦点レーザー顕微鏡を用いて詳細に解析した。現在は、血管内皮前駆

細胞を EGFPラベルしたマウス胚を用いて、初期胚における血管形成をリアルタイム
解析することに取り組んでいる。また、内皮細胞特異的 p53結合因子 Aspp1 (Apoptosis 
stimulating protein of p53)がリンパ管のパターン形成および機能に重要であることを見
出した。血管とリンパ管は構造的にも機能的にもお互いに密接な関連があり、それら

の形態形成機構を細胞レベル・分子レベルで包括的に理解することを目的として実験

を進めている。 
 
③ 発生期・腫瘍血管新生を含めた、生体内のあらゆる血管新生において、その最先端の
血管内皮細胞（tip cell）が組織 VEGFに応じ、細胞外マトリックス scaffoldに沿って
filopodiaを伸展することで方向性が決定されるが、その tip cell自身が適切に成熟化し
ていくことで機能的なネットワーク構築が形成される。この成熟化の過程において、

循環血中 LIFによる血管内皮細胞の STAT3活性化、Angptl2 / IntegrinαVを介した血管

内皮細胞の scaffoldへの接着、M-CSF依存性に出現する骨髄単球由来 perivascular cell
による tip cellの被覆が重要な役割を果たすことを見出した。 
 

④ 破骨細胞は造血幹細胞由来の単球・マクロファージ系に属する細胞であり、分化の最
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終段階で細胞融合による多核化を起こすことが知られていたが、その分子機構につい

ては不明であった。破骨細胞や樹状細胞に特異的に発現される分子、dendritic 
cell-specific transmembrane protein (DC-STAMP)をクローニングし、ノックアウトマウス
を作製したところ、破骨細胞の細胞融合が完全に抑制されていることを見出した。こ

れは、破骨細胞の多核化の分子機構を解析する端緒となった。 
 
⑤ 髄核とそれを取り巻く線維輪とからなる椎間板は無血管性組織として知られている。
椎間板の中でも髄核に特異的に発現される分子、CD24 や VEGF(Vascular endothelial 
growth factor) の発現と機能の解析を行った。 

 
Ｃ．代謝研究 

アンジオポエチンファミリーの遺伝子をクローニングし、その機能解析を行った。オ

ーファンリガンドである AGF/Angptl6 のノックアウトマウスは、インスリン抵抗性の肥
満を、トランスジェニックマウスはやせを示した。Angptl3にも、脂質代謝調節作用がみ
られ、一部のアンジオポエチンファミリーがエネルギー代謝調節、糖代謝調節にも重要

な役割を果たしていることが、明らかとなった。これは、全く予期しない発見ではあっ

たが、血管新生とエネルギー代謝の連関という新しい領域を切り開く成果となった。ま

た現在、Angptl4（肝臓、脂肪細胞から分泌される）が飢餓で発現が上昇すること、腸管
から食餌由来の脂質代謝調節でエネルギー源としての脂質貯蔵システムで機能している

こと、Angptl2（脂肪細胞、血管内皮細胞、血管平滑筋細胞、がん細胞から分泌される）
が肥満、動脈硬化、担がん状態でその発現が変化し、病巣部への血管新生、マクロファ

ージの誘導、炎症性変化をなどの病態進展に伴う組織再構築（リモデリング）に積極的

に関わっていることを見出している。 
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